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适用于链霉菌大片段基因组 DNA克隆和异源表达的细菌人工
染色体(BAC)载体的构建及应用
黄胜，李娜，周俊，何璟 *

华中农业大学农业微生物学国家重点实验室，武汉 430070

摘要:【目的】很多链霉菌来源的天然产物的生物合成基因簇往往很大，用传统的 cosmid 载体很难完整的克
隆和异源表达。本研究通过载体改造，成功构建出一个新的细菌人工染色体(BAC)载体，用于链霉菌来源
的天然产物生物合成基因簇的克隆及异源表达实验。【方法】从复合型载体 pCUGIBAC1 出发，通过 λ RED
介导的 PCR-targeting 方法，用链霉素抗性基因替换掉原有的氯霉素抗性基因标记，同时插入链霉菌中常用的
安普拉霉素抗性标记、转移起始位点 oriT、φC31 整合酶基因 int、整合位点 attP 等元件。【结果】成功构建出
可装载链霉菌大片段 DNA 的 BAC 载体 pMSBBACs。使用 pMSBBACs 构建出链霉菌 U27 的基因组 BAC 文
库，平均插入片段大小为100 kb。选取其中一个大小为140 kb的 BAC 质粒进行功能验证，实验证明通过接合
转移和原生质体转化的方法都能够将这个大型 BAC 质粒导入链霉菌模式菌株，并通过位点特异性重组整合
到染色体中进行异源表达。【结论】BAC 载体 pMSBBACs 可成功用于放线菌大片段基因组 DNA 的克隆和异
源表达实验。
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由于新型疾病的不断爆发及抗药性菌株的出
现，使得新的活性天然产物的研究工作变得越来越
紧迫。链霉菌因能够生产种类众多的活性天然产物
而受到广泛的关注。在链霉菌基因组中与某一天然
产物生物合成途径相关的基因往往成簇存在，这为
天然产物的生物合成机制的研究提供了便利［1 － 2］。

基因组测序发现在链霉菌基因组中存在大量的天然
产物生物合成基因簇［3 － 4］，其中很多 I 型聚酮合酶
基因簇和非核糖体多肽合成酶基因簇都比较大
( ＞ 60 kb)。要想完整的克隆这些基因簇，需要能够

承载大片段 DNA 的载体系统。
目前主要有两种大片段 DNA 克隆体系———酵

母人 工 染 色 体 ( YAC ) 和 细 菌 人 工 染 色 体
(BAC)［5］。YAC 克隆技术在 1987 年首次被提出，

但由于该系统存在着较多的缺陷［6 － 7］，阻碍了其应
用与发展，使得这种克隆技术最后逐渐被 1992 年
引进的 BAC 克隆系统所取代［8］。BAC 利用衍生
的大肠杆菌 F 因子为载体，以大肠杆菌为宿主，作
为环形质粒形式存在，所以文库的构建和后续
DNA 的提取变得相对容易和高效。在大肠杆菌中
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BAC 载体可有效克隆200 kb左右的片段并稳定存
在。虽然其克隆片段远远小于 YAC 系统，但正是
这种对插入片段大小的限制减少了嵌合体出现的
几率。130 － 200 kb大小的片段可以在克隆过程中
被有效选择，2 个或多个片段重组后克隆效率变得
极低［5］。BAC 文库克隆已广泛应用于真菌、高粱、
水稻、甜瓜、番茄、大豆、大麦等高等真核生物的研
究中［9］。天蓝色链霉菌的全基因组测序工作中就
利用 BAC 载体构建了基因组文库［10］。此外，
geldanamycin［11］、daptomycin［12］等的生物合成基因
簇都是从 BAC 文库中筛选得到。

鉴于 BAC 载体有装载大片段 DNA 的能力，我
们希望能够借助 BAC 的装载能力来进行天然产物
的研究。现有的 BAC 载体多以大肠杆菌为宿主，缺
乏在链霉菌中进行基因操作的元件，不太适合于链
霉菌遗传操作。为解决这一问题，本研究通过载体
改造，构建了一个可以用于链霉菌大片段基因组
DNA 克隆与异源表达的 BAC 载体，利用这个载体
完成了链霉菌 U27 的 BAC 基因组文库的构建工作
并进行了相关功能的验证。

1 材料和方法

1. 1 材料
1. 1. 1 菌种、质粒和培养基:质粒 pCUGIBAC1 和
BAC 克隆宿主大肠杆菌(Escherichia coli)DH10B-T1
由华中农业大学罗美中教授馈赠;质粒 pIJ778、E．
coli BW25113(pIJ790)由英国 John Innes Centre 研究
所 Keith F Chater 教授馈赠［13］，用于 λ RED 介导的
PCR-Targeting 操作;链霉菌整合型 cosmid 载体
pJTU2554 由上海交通大学陶美凤教授馈赠;链霉菌
U27 由华中农业大学周启教授馈赠;大肠杆菌 S17-1
和 ET12567(pUZ8002)由本室收藏。大肠杆菌培养
基为 LA 固体和 LB 液体培养基，链霉菌培养基为
34% YEME、R5 等培养基［14］。
1. 1. 2 主要试剂:本实验所用引物均由南京金斯瑞
生物科 技 有限公司 合成，限制性内 切 酶 购 自
Fermantas 公司，T4 DNA 连接酶购自 TOYOBO 公
司，DNA marker 及 rTaqDNA 聚合酶购自东盛生物科
技有限公司，KOD DNA 聚合酶购自 TOYOBO 公司。
普通 DNA 凝胶回收试剂盒购自 AXYGEN 公司，其
余试剂均购自国药集团。

1. 2 pMSBBACs 的克隆
以 pCUGIBAC1 为出发载体，使用引物 CMR-F:

5'-AACCAGGCGTTTAAGGGCACCAATAACTGCCTTA
AAAAAGCTAGCGGTAACTGATGCCG-3' 和 引 物
CMR-R: 5'-TTGAGTTATCGAGATTTTCAGGAGCTAA
GGAAGCTA AAGCTAGCAAGCTTGATGTGTA G-3'，
pIJ778 经 Hind HIII 和 EcoRI 酶切回收的含有链霉
素抗性标记的片段为模板，高保真 DNA 聚合酶
KOD 扩增 1167bp 链霉素抗性基因片段，按照 λ
RED 介导的 PCR-Targeting 方法的操作步骤［13］，将
出发载体的氯霉素抗性标记替换为链霉素抗性标记
得到质粒 pHS001。利用引物设计时添加的 NheⅠ
位点(用下划线表示)，可以将链霉素抗性标记完全
切下来。

用 XbaⅠ和 XhoⅠ处理载体 pJTU2554 的 DNA，
回收得到含有 φC31 整合酶基因的片段 1。以
pJTU2554 为 模 板， P1: 5'-CATTCTCGAGATAA
TCGACG-3' 和 P2: 5'-AGCTCTAGATAACTGATG
CCGTATTTGC-3'为引物，用高保真 DNA 聚合酶
KOD 扩增安普拉霉素抗性标记 XhoI 位点上游及启
动子部分(754bp)，然后用 XhoⅠ和 XbaⅠ酶切处理
PCR 产物得到片段 2。用 NheⅠ处理 pHS001，除去
链霉素抗性标签部分，得到片段 3。将 3 个片段用
T4 DNA 连接酶进行三片段连接。挑取安普拉霉素
抗性菌落，酶切验证载体连接方式后分别命名为
pMSBBAC1 和 pMSBBAC2。
1. 3 链霉菌属间接合转移

链霉菌与大肠杆菌之间进行接合转移实验的基
本操作参见文献［14］。将含有 oriT 的大肠杆菌—链
霉菌穿梭质粒转入大肠杆菌 S17-1 感受态中，得到
转化子。将转化子的过夜培养物转接在 LB 中，
37℃培养转化子到合适浓度(OD600:0. 4 － 0. 6)收集
菌体。用等体积新鲜的 LB 洗涤菌体 2 次，0. 1 倍体
积的 LB 悬浮备用。同时将新鲜的链霉菌孢子悬浮
于5 mL 0. 05 mol /L pH 8. 0 的 TES，50℃水浴热激
10 min，冷却到室温后加入等体积孢子预萌发培养
基，37℃摇床培养2 － 3 h，离心收集孢子并重新悬浮
于适量的水或 TES 中。在振荡器上打散孢子，按 1∶
1的比例将处理好的大肠杆菌和孢子混合，均匀涂布
在合适的培养基平板上，30℃ 培养13 － 20 h左右。
用适当浓度的抗生素和萘啶酮酸覆盖，30℃培养数
天后(一般2 － 3 d)可得到接合转移子。
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1. 4 原生质体的制备及质粒 DNA 转化［14］

1. 4. 1 链霉菌原生质体的制备:在装有不锈钢弹簧
的三角瓶中加 50mL 的 34% YEME (加终浓度
0. 2% Glycine)，接种100 μL的孢子悬液，于 30℃摇
床中培养36 － 40 h。收集菌丝体，将菌丝体悬浮于
15 mL的 10. 3% 的蔗糖溶液中，1147 × g 离 心
10 min，弃上清。同此法洗 2 次。取 1mL 菌丝体，加
入4 mL的溶菌酶溶液 (溶菌酶母液为50 mg /mL P
Buffer，终浓度为 1 mg /mL，用 P Buffer 稀释 )，于
30℃水浴30 － 60 min至上清呈乳状。加入5 mL的 P
Buffer 并用5 mL的吸管吹吸几次，继续温浴10 min。
用装有脱脂棉的试管过滤，滤液转入无菌干净的离
心管中，1147 × g 离心7 min。原生质体沉淀呈黄色。
弃上清，将原生质体重新悬浮在残留的 P Buffer 中，
分装后 － 70℃保存。
1. 4. 2 质粒 DNA 转化:将最多5 μL的 DNA 加于已
经装有 50 μL原生质体的离心管的管壁上。取
200 μL的 25% PEG1000，将 DNA 冲入原生质体中，
小心抽吸几次使之混匀。将混合物涂布于 R5 平板
上。30℃ 培养 14 － 20 h后，用含有适当抗生素的
1 mL无菌水溶液覆盖。培养1 － 2 d后，可以看到小
的转化子菌落长出。
1. 5 pHS002 的克隆及接合转移

pMSBBACs 经 BamHI 酶切处理，移除2. 7 kb小
片段，将11. 5 kb大片段进行自连。挑取克隆、提取
质粒酶切检测，得到质粒 pHS002。将该质粒转化大
肠杆菌 S17-1，与白色链霉菌进行接合转移，统计接
合转移频率。挑取接合子，提取总 DNA 作为模板，
用 引 物 AprF: CGCTCGTCATGCCCTCGTGGTC 和
AprR:CGGCATCGCATTCTTCGCATCC 进行 PCR 扩
增，以验证接合子的正确性。
1. 6 文库的构建

链霉菌 U27 在 YD (酵母提取物4 g /L，麦芽提
取物 10 g /L，葡萄糖 4 g /L，氯化镁 2 g /L，氯化钙
1. 5 g /L，琼脂20 g /L，pH 7. 2)固体培养基上产孢，
TSB(Oxoid tryptone soya borth powder 30 g /L)液体
培养 基 中 富 集 菌 丝 体。培 养 温 度 均 为 30℃，
180 r /min液体培养。菌丝体的包埋及预处理参见
文献［15］。包埋块的部分酶切、大量酶切参见文献
［16］。载体的制备、gDNA 的筛选、回收、连接、脱
盐、转化、BAC DNA 的提取参见文献［9］。大肠杆
菌感受态的制备参见文献［17］。具体操作如下:将

链霉菌 U27 孢子接种 50 mL TSB 中培养 24 h后，
TE25S 洗菌丝体 2 遍后，用 1% 的低熔点琼脂糖制
备包埋块(约 50 个)。先后使用1 mg /mL溶菌酶和
1 mg /mL蛋白酶 K 进行原位裂解和蛋白消化后，加
入不同浓度的 BamHI 进行部分酶切处理，通过
PFGE 检测部分酶切的结果。选取最佳的部分酶切
条件(酶切后片段大小集中在90 － 250 kb)进行大量
酶切。利用 PFGE 处理大量酶切样品，将不同大小
片段进行分离，将包含90 － 250 kb片段的凝胶切割
下来，再次包埋到 1. 0% 的琼脂糖凝胶中，通过
PFGE 对大片段进行第二次筛选。经过 2 次分离
后，将包含大片段的胶条切割下来，装入透析袋中并
加入 200 μL 1 × TAE buffer，尽量赶走所有气泡后，
开始进行电洗脱。洗脱结束后将洗脱液吸出，与处
理好的载体进行连接，利用脱盐胶除盐后，电转化高
效的大肠杆菌感受态细胞，得到转化子。随机挑取
19 个白斑，提取的 BAC DNA，经 HindIII 处理以验证
插入片段的大小，经 BamHI 酶切以验证载体的存
在。部分酶切及第一次筛选的 PFGE 电泳条件为:
1 － 50 s、19 h、6 V / cm、120°、14℃ ;第二次筛选的
PFGE 电泳条件为:4 － 4 s、18 － 20 h、6 V / cm、120°、
14℃ ; HindIIII 酶 切 后 检 测 PFGE 电 泳 条 件 为
1 － 25 s、22 h、6 V / cm、120°、14℃。BamHI 酶切后
检测 PFGE 电泳条件 1 － 40 s、6 h、6 V / cm、120°、
14℃。
1. 7 质粒 pHS003 的接合转移及原生质体转化

大量抽提 BAC 质粒 pHS003 的 DNA，以载体
pMSBBACs 的 DNA 为对照，分别转化变铅青链霉菌
ZX1 的原生质体，统计转化频率。提取转化子的总
DNA，使用引物 AprF 和 AprR 进行 PCR 扩增来验证
接合子。

将 pHS003 导入大肠杆菌 S-17，获得 E． coli S-
17 /pHS003。以 E． coli S-17 /pHS002 和 E． coli S-
17 /pHS003 为供体菌，分别与白色链霉菌和变铅青
链霉菌 ZX1 进行接合转移，统计接合转移子频率。
提取接合子的总 DNA，使用引物 AprF 和 AprR 进行
PCR 扩增来验证接合子。

2 结果

2. 1 载体 pMSBBACs 的构建
为了引入合适的克隆位点，我们首先通过 λ
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RED 介导的 PCR-Targeting 技术，将出发 BAC 载体
pCUGIBAC1 中的氯霉素抗性基因替换为链霉素抗
性基因(方便筛选)，并在链霉素抗性基因的两端添
加了 NheⅠ位点，得到过渡载体 pHS001。NheⅠ和
XbaⅠ为同尾酶。利用 PCR 扩增和酶切将来源于
pJTU2554 载体的链霉菌属间接合转移起始位点

oriT，位点特异性整合的相关元件—φC31 整合酶基
因( φC31 int)及 attP 位点，安普拉霉素抗性标记
(aac(3) IV)通过三片段连接，置换掉质粒 pHS001
中的链霉素抗性基因，得到预期的载体 pMSBBACs
(包括 pMSBBAC1 和 pMSBBAC2)(图 1)。

图 1 pMSBBACs 的构建流程图
Fig． 1 Construction of pMSBBACs．

2. 2 载体 pMSBBACs 的功能验证
pMSBBACs 含有大肠杆菌高拷贝复制子，便于

大量提取载体 DNA。使用时将高拷贝复制子区切
除，连接上插入片段就可形成低拷贝的 BAC 质粒。

在构建 BAC 文库之前，我们先对载体 pMSBBACs 进
行了功能验证，检测新构建的 BAC 载体所包含的各
个元件是否能正常行使功能。通过 BamHI 酶切移
除载体高拷贝功能区部分，自连转化，得到不含有插
入片段的 BAC 质粒 pHS002。抽提质粒 DNA 进行
琼脂糖凝胶电泳检测 (图 2-A)，发现 pHS002 按照

预期变为低拷贝质粒，说明新引入的基因操作元件
并没有影响 BAC 质粒的形成，与 BAC 形成相关的
元件基本能正常工作。将质粒 pHS002 转化大肠杆
菌 S17-1，以白色链霉菌和变铅青链霉菌 ZX1 为受
体菌分别进行接合转移实验，接合转移效率(10 － 4 －
10 － 5接合子 /受体菌)与阳性对照质粒 pJTU2554 几
乎相同。接合子 PCR 验证结果(图 2-B)显示，所有
接合子都能扩增出来源于载体的安普拉霉素抗性基
因的条带(588bp)，表明质粒 pHS002 能够通过接合
转移 进 入 链 霉 菌 并 在 其 中 稳 定 存 在，载 体
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pMSBBACs 中与链霉菌遗传操作相关元件能够正常
行使功能。

图 2 质粒 pHS002DNA 凝胶电泳分析(A)及其接

合子的 PCR 验证(B)
Fig． 2 Electrophoresis analysis of pHS002 DNA and PCR

results for confirmation of pHS002 transfer into Streptomyces

albus by conjugation． (A) pMSBBAC1 ( lane 1) and pHS002

( lane 2 ) DNA were isolated from 4mL overnight culture，

dissolved in 20μL TE buffer and detected by electrophoresis

with the loading volume of 5μL． M: 1 kb ladder． ( B) Using

primers AprF and AprR，the expected 588bp band of apramycin

resistance gene was amplified from genomic DNA of putative

conjugants ( lane 3 － 10 ) and pHS002 DNA ( lane 1，as the

positive control)，but not from the wild type Streptomyces albus

( lane 2，as the negative control) ． Size markers are the 1 kb

ladder ( lane M) ．

2. 3 BAC 文库的构建及检测
链霉菌 U27 是从土壤中分离得到的具有很强

抗细菌抗真菌活性的吸水链霉菌变种，前期研究发
现该链霉菌的次生代谢产物非常丰富，基因组中可
能含有多个未知的聚酮类和非核糖体多肽类化合物
的生物合成基因。为研究其产生的丰富的天然产
物，并同时验证 pMSBBACs 载体克隆大片段的能
力，选取该链霉菌作为实验对象构建了基因组 BAC
文库。

自制的大肠杆菌感受态效率约为 1010 CFU /
μgDNA(实验质粒为 pOJ260)。BAC 文库转化效率

为 2. 5 × 104 转化子 /微克 DNA，蓝斑率约为 15 /
1000。随机挑取 19 个白斑，提取 BAC 质粒后，进行
酶切检测(HindIII 酶切检测插入片段的大小(图 3-
B))，BamHI 酶切验证载体(图 3-A))。文库共包含
2304 个 BAC 质粒，插入片段大小在90 kb － 130 kb
之间，平均插入片段大小为100 kb，可覆盖链霉菌基
因组(约 8Mb)28. 8 倍。

图 3 PFGE 检测 BAC 质粒的大小
Fig． 3 PFGE results for analyzing the insert size of clones in the

Streptomyces U27 genomic BAC library． DNA of 19 randomly

selected BAC clones was respectively digested by BamHI ( A)

and HindIII (B) ． M1: 1 kb DNA ladder; M2: λ DNA /HindIII;

M3: NEB PFGE MarkerII; 1 － 19: BAC clones /BamHI (A) or

HindIII (B) ．

2. 4 大型 BAC 质粒接合转移及原生质体转化效率
的检测

装载了外源片段的 BAC 质粒都比较大。为了
检测大型 BAC 质粒进入链霉菌异源宿主的能力，我
们从 文 库 中 挑 选 出 一 个 140 kb 的 BAC 质 粒
pHS003，分别进行了原生质体转化及接合转移实
验。以白色链霉菌和变铅青链霉菌 ZX1 为受体菌
进行接合转移时，发现与质粒 pHS002 相比，pHS003
的接合转移效率(10 － 5 － 10 － 6接合子 /受体菌)下降
了约 10 倍。在转化变铅青链霉菌 ZX1 的原生质体
时，虽然获得了正确的转化子，但转化效率偏低 (9
转化子 /微克 DNA)，与 pHS002 (103 转化子 /微克
DNA)相比，转化效率下降幅度( ＞ 100 倍)比较大。
以上结果表明所构建的载体 pMSBBACs 装载了大
片段 DNA 后，仍然能够顺利进入异源宿主。
2. 5 链霉菌 U27 基因组 BAC 文库的筛选

将链霉菌 U27 基因组 BAC 文库中的质粒，通过
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接合转移或原生质体转化的方法分别导入白色链霉
菌和变铅青链霉菌 ZX1 中进行异源表达实验，筛选
具有抗细菌 (以 E． coli 为指示菌 )或抗真菌 (以
Saccharomyces cerevisiae 为指示菌)活性的接合子或
转化子。目前发现 BAC 质粒 1G1、22B10、24F7 在
变铅青链霉菌 ZX1 中异源表达时表现出抑制 E．
coli BL21 的活性。3 株转化子的抗菌谱基本相同，
除了可抑制 E． coli BL21 的生长外，对细菌性条斑
病强致病菌株 RH3(Xanthomonas oryzae pv oryzicola
strain RH3)也表现出较好的抑菌效果(图 4)，但是
没有抗真菌的活性。酶切图谱分析发现这 3 个
BAC 质粒中插入的基因组片段大小分别为 120、90
和97 kb(图 5-B)，存在着较多的重叠片段(图 5-
A)，可能覆盖染色体上某一相同的区域。实验结果
说明这些 BAC 质粒上可能含有具有抗细菌活性的
天然产物的生物合成基因簇。

图 4 3 株转化子抗细菌活性的测定
Fig． 4 Determination of the antibacterial activity

against Xanthomonas oryzae pv oryzicola strain RH3 of

the three S． lividans ZX1 transformants respectively

from 1G1，22B10 and 24F7．

3 讨论

本研究所构建的 BAC 载体 pMSBBACs 综合了
传统 BAC 载体稳定性好和链霉菌整合型载体的优
势。空载体含有大肠杆菌高拷贝质粒的复制子，方
便获得大量的载体 DNA;含有 φC31 整合酶基因及
attP 位点，可通过位点特异性整合将所携带的外源
基因插入目标宿主染色体中稳定保留下来;含有安
普拉霉素抗性标记，在大肠杆菌和链霉菌中都可以

图 5 3 个 BAC 质粒的酶切图谱分析
Fig． 5 PFGE results for analyzing the insert size of 1G1，22B10

and 24F7 respectively digested by BamHI ( A ) and HindIII

(B) ． M1: 1 kb DNA ladder; M2: λ DNA /HindIII; M3: NEB

MidRange PFGE MarkerI; 1: 1G1; 2: 22B10; 3: 24F7．

进行筛选;带有转移起始位点( oriT)，可以在转移功
能区 ( transfer) 的帮助下通过接合转移将大片段
DNA 从大肠杆菌转移到链霉菌中去。接合转移系
统可以避开链霉菌严格的限制系统，操作比较简单，
且转移频率受 DNA 大小影响幅度较小，更利于大片
段 DNA 的操作。

我们通过成功构建链霉菌 U27 的基因组 BAC
文库及文库质量的分析，证明了载体 pMSBBACs 在
大片段克隆及文库构建方面的能力。构建 BAC 文
库对实验操作技能要求比较高，根据我们的经验需
要注意如下几个方面:(1)操作时所使用的器具要
尽量洁净无菌，处理时动作要轻柔，最大限度减少
gDNA 的降解。(2)载体的处理是一个关键，酶切和
脱磷酸化处理的好坏直接影响连接效率。载体的空
载频率应 ＜ 5%。(3)回收到的 gDNA 的浓度对文
库构建能否成功也十分关键，在电洗脱时，往往会出
现液体变多，胶条缩水的现象。所以在装透析袋时
要根据胶条的大小适当调整加入透析袋中 TAE 的
量 (约 1 /7 胶体积 )，以尽量小的体积获得洗脱
DNA。gDNA 洗脱出来后尽量放置在冰上或 4℃冰
箱，操作时吸管的尖头要去掉，以减少操作过程中的
机械剪切作用。(4)大肠杆菌感受态细胞的效率对
文库的构建也起着决定性的作用，获取高效感受态
细胞是构建好 BAC 文库的关键环节。
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对于一些遗传操作比较容易的菌株来说，可以
在原宿主体内进行天然产物生物合成的研究。但是
对于遗传操作系统困难或难以培养的菌株，甚至是
未培养微生物来说，将目标基因(簇)导入遗传背景
较为清晰的异源宿主中进行异源表达无疑是最佳的
选择。目前最常使用 cosmid 载体系统来进行文库
的构建和基因克隆。该系统操作相对比较容易、有
商业化的产品，因而得到了广泛的应用，但是 cosmid
载体最大只能承载30 － 40 kb的插入片段。链霉菌
中发现的天然产物生物合成基因簇绝大多数在
30 － 100 kb，特别是 I 型聚酮合酶基因簇和非核糖
体多肽合成酶基因簇往往都大于60 kb［18 － 19］，远远
超过了 cosmid 载体的承载能力。而我们利用载体
pMSBBACs 构建的 BAC 文库的插入片段大小平均
就有100 kb，目前观测到的最大插入片段为140 kb。
从装载能力的大小看是有可能完整的包含绝大多数
的天然产物生物合成基因簇。目前正在继续对链霉
菌 U27 的 BAC 文库进行大规模的异源表达及筛选，
用以寻找新的天然产物的生物合成基因。
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Construction of a new bacterial artificial chromosome
(BAC) vector for cloning of large DNA fragments and
heterologous expression in Streptomyces

Sheng Huang，Na Li，Jun Zhou，Jing He*

State Key Laboratory of Agricultural Microbiology，Huazhong Agricultural University，Wuhan 430070，China

Abstract:［Objective］Many natural product biosynthetic gene clusters are too large to be entirely cloned into one cosmid
for heterologous expression． Because bacterial artificial chromosome (BAC) vectors are well known for their capacity of
cloning large DNA fragments，we constructed a new BAC vector for cloning and heterologous expression of natural product
biosynthesis gene clusters in Streptomyces． ［Methods］ The chloramphenicol resistance gene on the original BAC vector
pCUGIBAC1 was substituted with a streptomycin resistance gene via λ RED-mediated PCR-targeting technique． The
streptomycin resistance gene was then excised by digestion with NheI and the left gap was filled with the origin of transfer
( oriT)，the φC31 integrase gene，the integrating attP site，and an apramycin resistance gene． ［Results］We achieved
the final BAC vector pMSBBACs． To test the newly established vector，pMSBBACs was used to build up a genomic BAC
library of Streptomyces U27． The average size of inserts in the library is about 100kb． A 140 kb BAC plasmid as a
representative was successfully introduced into heterologous hosts，S． lividans and S． albus，by either conjugation or
protoplast transformation． It demonstrated that the BAC plasmids constructed by pMSBBACs could be integrated into
chromosomes via site-specific recombination for heterologous expression． ［Conclusion］The newly constructed pMSBBACs
was verified to be a good BAC vector for cloning of large DNA fragments and heterologous expression in Streptomyces．
Keywords: bacterial artificial chromosome ( BAC) vector，natural products，biosynthesis gene cluster，Streptomyces，
heterologous expression
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